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Presentacion

La agrobiotecnologia, es una ciencia derivada de la biotecnologia especializada en
el desarrollo de investigaciones enfocadas al mejoramiento de la agricultura, técnicas
agropecuarias, gendmica ambiental, fitosanidad y productos biotecnolégicos dirigidos al
incremento de la productividad. Dentro de las técnicas utilizadas en esta area, se encuentra
el cultivo in vitro de células y tejidos, la fermentacidn y el control bioldgico de plagas.

Con el advenimiento de los avances en biologia molecular, ésta se ha convertido en
una herramienta fundamental de Ila agrobiotecnologia. Esta rama se basa
fundamentalmente en el estudio de las moléculas que rigen las funciones vitales de las
células, y por ende, de los seres vivos, como el ADN, ARN y proteinas, asi como sus
interacciones.

El potencial de la biologia molecular radica en el conocimiento de la estructura y
propiedades de estas moléculas, con el fin de disefiar técnicas novedosas que permitan
conocer la genética de las poblaciones; identificar genes que son de interés agronémico;
realizar un diagndstico, seguimiento y control eficiente de enfermedades; identificacion de
especies de interés; desarrollo de programas de fitomejoramiento; e infinidad de
aplicaciones.

Mediante el Programa de Biologia Molecular se pretende contribuir al desarrollo de
la investigacidn en el sector azucarero costarricense, mediante la validacién de protocolos,
el desarrollo y ejecucién de proyectos basados en técnicas altamente especificas y
novedosas de la biologia molecular, tales como marcadores genéticos, expresion génica,
amplificacién y secuenciacion de fragmentos del ADN. Con el propdsito de generar
informacién  valiosa para el mejoramiento de variedades, de productos
agrobiotecnolégicos, el saneamiento de fitopatdgenos y el potencial productivo de la
agroindustria azucarera.

Ing. Agr. Marco A. Chaves Solera
Gerente DIECA



Proyectos ejecutados

A continuacion se exponen los proyectos ejecutados en el periodo 2019-2020,
mediante los cuales se brindé aporte a las distintas lineas operativas de DIECA: fitosanidad,
cultivo in vitro, control integrado de plagas, produccidon de controladores bioldgicos y
variedades de cafia de azucar. Los mismos se caracterizaron por generar un impacto a nivel
de todas las regiones del pais.

Se explica de forma breve la descripcién e importancia de cada uno, a modo de
introduccion; asi como la metodologia utilizada, los resultados obtenidos y discusién de los
mismos y las conclusiones.

Comparacion de técnicas para la deteccidon del Virus de la hoja amarilla de la caiia de
azucar (ScYL) en caia de azucar (Saccharum spp.) y cuantificacion de la carga viral

Introduccion

El Sindrome de la Hoja Amarilla (YLS) de la cafia de azucar afecta la productividad
de la cana de azlcar provocando severas pérdidas econdmicas. El principal agente causal
de esta enfermedad es el Virus de la hoja amarilla de la cafia de azucar (ScYLV), del género
Poleovirus (Familia Luteoviridae), cuyo genoma consiste en una hebra simple de ARN en
sentido positivo (+)sSRNA). Este virus se ha reportado como un importante fitopatégeno
alrededor del mundo (Zhu et al., 2010); provocando significativas pérdidas econdmicas, en
el caso de Brasil, pais que lidera la produccion de azucar a nivel global, presenté pérdidas
en sus cosechas del 25% en los 1990s (Boukari et al., 2019).

En Costa Rica, este virus se encuentra ampliamente distribuido en plantaciones de
todas las regiones, con una mayor incidencia en el Valle Central, segun resultados del 2006.
Se han informado pérdidas aproximadas del 50% del tonelaje entre 1995-2000, en algunas
plantaciones de la provincia de Cartago (Chavarria et al., 2006).

Los sintomas tipicos visibles asociados a este virus incluyen la clorosis
(amarillamiento intenso) de la nervadura central en la superficie de las hojas maduras, y en
etapas avanzadas se puede observar necrosis foliar que avanza desde el extremo de la hoja
hacia la base, a lo largo de la nervadura central, mientras que la ldmina se mantiene verde
(Viswanathan et al., 2009).

Muchas de las variedades infectadas no exhiben sintomas, esto se atribuye a
multiples factores, tales como las variaciones genéticas tanto del virus como de la planta, a
las condiciones ambientales; y por supuesto, a la carga viral (Chinnaraja et al., 2014).



Asimismo depende de la fase de crecimiento de la planta, usualmente, los sintomas
aparecen en la etapa de madurez. También se ha observado que el estado asintomatico es
el mas comun de este fitopatégeno (Madugula & Gali, 2017).

Actualmente, en el Departamento de Investigacidn y Extensidn de la Cafia de AzUcar
(DIECA-LAICA), se lleva a cabo la deteccién del ScYLV, mediante la prueba seroldgica DAS-
ELISA, la cual se basa en el uso de anticuerpos para detectar particulas virales. Se ha
demostrado que la deteccion por métodos moleculares como la amplificacién por
transcripcion reversa convencional (RT-qPCR) y en tiempo real (RT-qPCR) son 102-10° veces
mas sensible en comparacién con la técnica DAS-ELISA (Abou-Jawdah et al., 2008; Scagliusi
et al., 2008).

Por esta razén, se propone la implementacion de un protocolo alternativo mas
econdmico, operativamente viable y eficaz de deteccidn, para garantizar la sanidad de las
plantas propagadas in vitro, que posteriormente seran cultivadas en campo. El método de
diagnéstico, debe ser altamente sensible para detectar cargas virales relativamente bajas
con el propdsito de evitar los falsos negativos y contribuir a la propagacion y dispersion de
estos virus (Xie et al., 2009), como las técnicas moleculares. Por lo tanto el objetivo del
presente estudio fue comparar la eficiencia y sensibilidad de tres métodos de deteccién del
ScYLV y estimar la carga viral mediante la técnica RT-qPCR.

Metodologia

Se utilizaron 30 hojas de caiia de azucar, correspondiente a plantas colectadas de
distintas regiones del pais seleccionadas al azar (especificadas en el Cuadro 4). Se selecciond
la hoja +3 para el analisis, debido a que se ha comprobado que es donde se concentra la
mayor carga de fitopatdgenos. Adicionalmente, se utilizaron dos muestras de |lamina de
plantas propagadas in vitro en el Laboratorio de Cultivo Vegetal en DIECA (cddigos C1y C2).

El material fue almacenado a -80°C para evitar la degradacion de material genético,
las cuales fueron utilizadas posteriormente para el diagnéstico seroldgico y molecular. Para
llevar a cabo la deteccidon del virus ScYLV, se compard los resultados de tres técnicas: DAS-
ELISA, RT-PCR y RT-qPCR, con el propdsito de determinar la técnica mas sensible, especifica
y eficiente.

Los resultados de la prueba DAS-ELISA fueron obtenidos mediante el protocolo
descrito por Chavarria et al., 2006. Una vez que fue tomada la cantidad de tejido necesaria
para llevar a cabo las pruebas seroldgicas, las mismas hojas fueron almacenadas dentro de
bolsas herméticas a -80°C hasta su uso para los andlisis moleculares. Se realizé extracciéon
de ARN a dichas muestras mediante un kit de extraccién comercial. La calidad e integridad
del material genético fue evaluada por espectrofotometria y electroforesis en gel de
agarosa.



Para la deteccion del ScYLV se llevd a cabo la RT-PCR, probando tres cebadores
distintos (F201/ R201, F615/R615 y F512/R512). La reacciones de PCR se prepararon
utilizando el kit comercial GoTaq® 1-Step RT gqPCR (Promega), el cual permite ejecutar el
procedimiento en un sélo paso, es decir, la reaccidn de transcripcién reversa (sintesis de
ADN copia a partir del ARN molde) y PCR (sintesis de la doble hebra del ADN copia y
amplificacién) se llevan a cabo en el mismo tubo de reaccién; esto reduce el consumo de
tiempo y la posibilidad de contaminacién cruzada. Para revelar los resultados de la reaccidn
por RT-PCR se realizo electroforesis en gel de agarosa.

La identidad de algunos amplicones obtenidos por RT-PCR se confirmé mediante
secuenciacion Sanger por electroforesis capilar (Macrogen, Korea). Las secuencias
resultantes fueron editadas y analizadas mediante distintos programas bioinformaticos.

Para la RT-qPCR se seleccionaron los cebadores F201/R201, los cuales amplifican un
fragmento de tamafio adecuado para PCR tiempo real (201 pb), ya que la longitud del
producto de amplificacion debe ser aproximadamente entre 50-200 pb, debido a que
amplicones con tamafio considerablemente superior a las 200 pb reducen la eficiencia y
especificidad de la reaccidon de PCR tiempo real. La RT-gPCR se realizé en un solo paso con
1X de Master Mix power Up ™SYBR Green (Applied Biosystems).

Para llevar a cabo la cuantificacién de la carga viral se construyeron curvas estandar
para estimar la eficiencia de la reaccidén y la cuantificacion del objetivo (target) viral en las
muestras desconocidas. Para la preparacion de los estandares de ADN copia (ADNc) viral,
se utilizé una muestra previamente confirmada por secuenciacion. A partir de esta muestra
purificada, se prepararon seis diluciones seriadas (diluidas 10 veces) en un rango de 10° fg
— 1 fg, por reaccién. Finalmente, la eficiencia del ensayo en nuestras condiciones
experimentales fue determinada en términos de porcentaje mediante la siguiente formula:
(10(-1/m) - 1) x 100%.

Resultados y discusion

Se probaron tres pares de cebadores para detectar la presencia del ScYLV en
muestras de hojas colectadas en campo, mediante la técnica de RT-PCR. Los mismos
demostraron ser eficientes para la deteccion del virus, ya que se visualizé una banda nitida
del tamano molecular esperado, segun cada cebador, asi como ausencia de amplificaciones
inespecificas en las muestras positivas. En la Figura 1 se muestran algunos de los productos
PCR generados por dos de los cebadores: ScYLV-F201/R201 y ScYLV-F512/R512.



M' Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 Bl B2 Bl B4 B5S B6 B7 BS

Figura 1. Productos de RT-PCR obtenidos a partir de laminas de cafa de azucar
analizadas para determinar la presencia/ausencia del ScYLV, mediante los cebadores
ScYLV-F201/R201 (muestras con codigo A) y ScYLV-F512/R512 (muestras con codigo B).

Las muestras correspondientes a 34 hojas de cafia de azucar fueron sometidas a
diagnostico del virus ScYLV mediante tres técnicas distintas: DAS-ELISA, RT-PCR y RT-qPCR.
Del total de muestras analizadas, se obtuvo un 29,41% (10/34) de hojas seropositivas para
la presencia del virus, mientras que la RT-PCR detecté un 73,53% positivas (25/34) y
mediante la de RT-qPCR se encontré un 76,47% (26/34) de muestras con presencia del
ScYLV (Cuadro 1).

La técnica que detectd la menor cantidad de muestras fue la técnica seroldgica,
seguida por la amplificacion RT-PCR y la técnica mds sensible fue la RT-qPCR, ademas
mediante esta ultima se logré realizar una aproximacién de la carga viral, expresada en fg,
de un fragmento del gen supresor de silenciamiento génico del virus ScYLV.

La técnica RT-gPCR no solo demostrd ser la mas sensible para la deteccidn del virus,
también brindé datos cuantitativos de la carga viral. En contraposicion, la técnica de ELISA
fue menos especifica y sensible, para la obtencién de resultados de presencia/ausencia del
ScYLV, esto también se evidencia en los resultados positivos de las muestras C1y C2 (Cuadro
1), correspondientes a plantas propagadas in vitro, las cuales deben pasar las pruebas
serolégicas de comprobacion de sanidad de material que proviene de campo antes de
iniciar la fase de propagacion. Esto siguiere que, dicho material representa falsos negativos
por analisis de DAS-ELISA.

Esta ampliamente reportado que las aproximaciones moleculares son mas
especificas y sensibles en comparacidon con los inmunoensayos (Aljanabi et al., 2001;
Balmaseda et al., 2018; Soltan et al., 2016), por lo tanto, las muestras que resultaron
seropositivas y negativas con ambas técnicas moleculares (L1592 y L1536), podria atribuirse
a distintos factores, como por ejemplo: a) baja especificidad de la técnica DAS-ELISA, porque
detecta la proteina de la capsula, altamente conservada entre todos los poleovirus (EISayed
et al.,, 2011); b) la distribucién desigual del virus en la planta y por consiguiente, en las hojas



(Chatenet et al., 2001); c) ruido de fondo (Background) y otras reacciones inespecificas

causadas por el anticuerpo secundario (Terato et al., 2014).

Cuadro 1. Evaluacion de tres técnicas para detectar la presencia del ScYLV en muestras de

tejido foliar de caia de azlcar y cuantificacién de la carga viral por RT-qPCR.

., Técnica Técnica ..
Informacion de las muestras q > Técnica 3 (RT-qPCR)
Valores de
Valores de L
X ) _ DAS- RT- Valores concentracion
Procedencia Variedad Cédigo RT-PCR temperatura .
ELISA qPCR de Cq ., estimados
de fusion
(fg)
LAICA1604 L1436 - - - 27,5 76,07 NA
LAICA10207 L1468 - + + 26,82 81,98 9,10
LAICA12340 L1536 - - 31,04 75,82 NA
LAICA12340 L1546 + + + 25,54 82,14 19,86
Desconocida LAICA12340 L1555 + 24,74 82,21 32,34
LAICA12340 L1580 - - - 31,91 75,94 NA
LAICA12340 L1584 + + 27,87 82,42 4,80
LAICA12340 L1592 + - - 30,35 76,02 NA
LAICA12340 L1594 + + 23,61 81,70 64,39
CT11055 CT1008 - - - 26,83 76,28 NA
CT11055 CT1019 - + 24,26 82,35 43,33
CT11055 CT1028 - + + 21,1 82,26 297,23
CT11055 CT1033 - + 27,19 82,21 7,27
CT11055 CT1044 - - - 29,36 76,32 NA
Coope
o CT11055 CT1048 - - - 30,92 76,08 NA
Victoria,
Greci CT11055 CT1049 - - - 30,07 76,21 NA
recia,
. CT11055 CT1050 - + + 20,18 82,6 520,70
Alajuela
CT11055 CT1054 - + + 25,73 82,09 17,69
CT11055 CT1063 - + + 19,92 82,05 610,10
CT11055 CT1072 - + + 24,33 82,06 41,56
CT11055 CT1076 - + + 23,17 82,00 84,18
CT11055 CT1084 - + + 22,68 82,07 113,48
RB867515 RB879 + + 21,73 82,32 202,47
RB867515 RB880 + + + 26,27 82,44 12,73
RB867515 RB890 - + + 24,09 82,45 48,05
RB867515 RB901 - + + 23,08 82,31 88,93
Taboga,
Cafi RB867515 RB913 - + + 21,92 83,02 180,33
afas,
RB867515 RB915 - + + 21,35 82,69 255,23
Guanacaste
RB867515 RB967 - + + 26,58 82,60 10,54
RB867515 RB976 - + + 24,23 82,32 44,12
RB867515 RB978 + + 28,04 82,36 4,33
RB867515 RB980 + - + 30,75 82,65 0,83
Laboratorio Desconocida Cc1 - + + 18,48 82,65 1467,31
(in vitro) Desconocida Cc2 - + 20,88 82,48 339,87
Agua PCR C- - - - 30,91 82,32 NA

NA= No aplica, no hay concentracidn en muestras negativas



Todas las muestras fueron cuantificadas (concentracién en fg) y también se calculd
la curva de fusién para comprobar la especificidad del ensayo por la RT-gPCR en tiempo real
(Cuadro 1). Asimismo, hubo una alta correlacion (R>=0,9976) entre el Ct y la concentracion
de ADNCc viral cuantificado (estandares) usando espectrofotometria (Figura 2.B); indicando
que el valor de Ct generado es proporcional a la cantidad de ARN presente. Las curvas y Ct
de amplificacidn correspondientes a los estdndares se muestran en la Figura 2.A. la
amplificacién de estandares se confirmoé mediante visualizacién en geles de agarosa (Figura
2.D).

Mediante este ensayo se logré validar la cuantificacién de ADNc viral presente en
las muestras analizadas por la técnica de RT-qPCR. Esta aproximacién posee el potencial
para ser aplicada en la estimacidn de los niveles de resistencia en variedades de cafa de
azucar de alto interés comercial y graficar el progreso de la enfermedad a través del tiempo
en las distintas variedades en estudio (Cardozo Burgos, 2017). Sin embargo, se han
encontrado diferencias en la susceptibilidad en distintas poblaciones de la misma variedad,
debido a que pueden acarrear distintas cepas virulentas y también a la variacién somaclonal
gue es alta en caina de azlcar, estas pequefias variaciones genéticas pueden suprimir la
replicacion del virus (Zhu et al., 2010).
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Figura 2. Estandares utilizados en el ensayo de RT-PCR para la cuantificacién de la
carga viral del ScYLV, en un rango de concentracion de 10°-1 fg de ADNc viral. A) Curvas de



amplificacién, B) Curva de calibracién, C) Curvas de fusién, D) Visualizacion de los
amplicones por electroforesis en gel de agarosa 1.5%.

El analisis mediante la herramienta BLASTn revelé que todas las secuencias
obtenidas de la amplificacion con los cebadores ScYLV-F512/R512 fueron altamente
homdlogos (superiores al 99%) a secuencias del gen de la proteina de la cubierta del ScYLV
accesadas al GenBank.

En cuanto a las secuencias amplificadas con los cebadores ScYLV-F201/R201, las
siete muestras analizadas mostraron una similitud superior al 97% frente a secuencias
correspondientes al gen supresor de silenciamiento génico, perteneciente al ScYLV
almacenadas en el GenBank. Estos analisis de secuencias indican que la banda detectada en
las muestras, corresponde, efectivamente, al ScYVL.

CpCSV (NC_008249)

51 | CYDV-RPS (MK975889)
1

98 === CLRDV (MN046206)
L CLRDV (KR185737)
100 - MaYMV (KY684356)
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15 CYDV-RPV (EF521848)

27

Muestra CT1019
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Muestra B890
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Muestra C1
ScYLV (HQ245363)
ScYLV (KJ145232)
ScYLV (KJ145211)

100

TVDV (EF529624)

ScYLV (KJ145127)
Muestra L1594
MABYV (NC_010809)
100 1 CaRLV (KF533718)

lcaRLV (KF533718)

0z

Figura 3. Topologia de posicionamiento taxondmico entre secuencias de este

estudio y secuencias del supresor del silenciamiento del ScYLV obtenidas del Genbank. Los
numeros en las ramas es el valor de soporte boostrap (1000 repeticiones). Los nimeros de
accesion de las secuencias de la base de datos se muestran entre paréntesis, las muestras
se encuentran con el cédigo asignado en este estudio. La secuencia del TVDV fue
designada como grupo externo.

También se elabord un arbol de posicionamiento taxondmico, el cual agrupé las
secuencias de este estudio con secuencias del ScYLV obtenidas de la base de datos GenBank
(Figura 3), esta representacion grafica confirma la identidad de las secuencias,
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correspondientes al ScYLV. Mediante la secuenciacién del genoma completo también seria
posible llevar a cabo la comparacidn filogenética con la diversidad existente entre las
distintas regiones dentro de un pais o incluso en otras regiones del mundo (ElSayed et al.,
2011; Singh et al., 2011). El empleo de metodologias de secuenciacidon masiva y posterior
ensamblaje, permiten analizar los genomas completos del ScYLV (tamafio aproximado de 6
kb) presentes en las variedades, para realizar la comparacion filogenética.

Conclusiones

Se concluye que las técnicas moleculares como la RT-PCR y RT-gPCR, son
considerablemente mds sensibles que los inmunoensayos. De esta manera se reduce
significativamente la propagacién del virus a través de la reproduccion de material
infectado por bajas cargas virales. La deteccién temprana y eficaz, asi como la correcta
identificacion del fitopatdgeno son claves para el control y manejo adecuado de los cultivos.

Ademas fue posible estimar la carga viral presente en las muestras analizadas, esta
herramienta posibilita llevar a cabo experimentos del nivel de tolerancia a la infeccién viral
en variedades de cafa de azucar.

Identificacion molecular de microorganismos contaminantes de medios de cultivo y de
interés agronomico

Introduccion

Los medios de cultivo utilizados para la propagacion in vitro masiva, asi como los
sustratos empleados para la reproduccion masiva de controladores biolégicos, son
altamente susceptibles a la contaminacidén por microorganismos, lo cual es alarmante, ya
gue puede afectar la produccién, en caso de que no se tomen las medidas necesarias para
controlar esta contaminacion (Fang et al., 2012; Moreno et al., 2014).

Para esto, es imprescindible llevar a cabo una correcta identificacién de las bacterias
contaminantes de medios de cultivo, asi como la deteccidn de genes de resistencia a
agentes antimicrobianos y estudiar la capacidad de formacién de biolfilm (capas de
consorcios microbianos que confieren proteccion a efectos adversos del medio exterior y
muchas otras ventajas de supervivencia), los cuales se caracterizan por ser altamente
resistente a los métodos comunes de desinfeccion como el cloro y alcohol. Esto con el
propédsito de establecer herramientas de control mas especificas y eficientes, asi como
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implementar el uso de antimicrobianos a los cuales no hayan desarrollado resistencia
(Christaki et al., 2020).

Por otro lado, también se encuentran los microorganismos benéficos de plantas, por
lo tanto, la bioprospeccién de microorganismos benéficos en la agricultura es sumamente
importante (Singh et al., 2020). Este proceso se lleva a cabo en varias etapas: primeramente
el aislamiento de los microorganismos, seguido de su identificacion molecular;
posteriormente analisis de expresién génica para una seleccién dirigida y astringente de los
microorganismos con verdadero potencial benéfico. Finalmente, pruebas experimentales
de patogenicidad, interacciones, aporte en el mejoramiento de la productividad, entre
otras. En este estudio, se inicié con la etapa de identificacién, por ejemplo Trichoderma sp.

Los métodos convencionales para la identificacién de microorganismos y los analisis
de resistencia antimicrobiana, utilizan técnicas microbioldgicas hasta lograr el aislamiento
de las cepas, a partir de muestras ambientales u otras fuentes, para su posterior
identificacidon tanto morfoldgica como bioquimica (Suanyuk et al., 2008). Asimismo, es
importante confirmar las cepas obtenidas a través de su identificacién molecular (Sebastido
et al.,, 2015).

Para la deteccidn y caracterizacion de bacterias se utiliza ampliamente el gen 16S
ARNr (Fang et al., 2012), ya que contiene 9 regiones hipervariables, mientras que para
hongos se utiliza el 18S (Stefani et al., 2020). Esa diversidad genética permite el diagndstico
especifico, la identificacion y la clasificacion taxonémica de especies. Por lo tanto para
caracterizar molecularmente las cepas bacterianas, generalmente se emplean cebadores
16S universales para bacterias y 18S para hongos (Chakravorty et al., 2007).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue identificar cepas de
microorganismos de interés, mediante técnicas moleculares.

Metodologia

Para el andlisis se utilizaron cepas microbianas aisladas y se realizé extraccion de ADN
en un buffer de extracciéon CTAB [2% p/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI
pH 8.0; y 0.2% v/v b-mercaptoetanol] y Proteinasa K (0.1-0.4 mg/mlL).

Para cada muestra de ADN obtenida se llevé a cabo la medicidn de la absorbancia a
las siguientes longitudes de onda: 260, 280 y 230 nm respectivamente, empleando un
espectrofotémetro UV-visible (Multiscan GO, Thermo Scientific). Para determinar la
integridad del ADN, se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con una solucién
amortiguadora TBE 1X (Tris 10 mM, Borato 20 mM, EDTA 1.0 mM, pH 8.0. El gel serd teiiido
con GelRed (Biotium).

Para la amplificacion por PCR de las bacterias, se emplearon los imprimadores
27f/1492, los cuales amplifican un fragmento de 1300 pb del gen 16S ARNr. Para los hongos,
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fueron utilizados los cebadores ITS_IF/ITS_4 que amplifican un segmento de 600 pb del
espaciador transcrito interno del ARNTr (ITS).

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 25uL, conteniendo 1X
de Master Mix (ThermoScientific), 0.3 uM de cada imprimador y 50 ng de ADN. La
amplificacién se llevé a cabo en un termociclador (Arktik, Thermo Scientific), bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacidn inicial del ADN a 95 °C durante 3 min, 35 ciclos:
95 °C durante 30 seg, temperaturas de hibridacion (55-64 °C) durante 1 miny 72 °C durante
1 min, con una extension final de 10 min a 72 °C y finalmente almacenar a 4 °C. Para
confirmar la amplificacidn, se visualizaron los productos mediante electroforesis en gel de
agarosa 1.5%, TBE 1X.

La identidad de los amplicones obtenidos mediante PCR se confirmé mediante
secuenciacion (Macrogen, Korea). Las secuencias obtenidas fueron editadas con el
programa Geneious v.R9 (Biomatters), posteriormente se analizaron a través del programa
en linea BLASTn disponible en el NCBI y fueron comparadas con secuencias almacenadas en
la base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para llevar a cabo la
identificacion.

Se realizé un analisis de taxonomia molecular mediante un alineamiento multiple de
secuencias utilizando el programa MAFFT 7.0, y por ultimo, los arboles filogenéticos fueron
elaborados mediante el programa raxmlGUI.

Resultados y discusion

En la Figura 3, se observan los productos PCR de las distintas muestras, los cuales
fueron enviados a secuenciar. Se tomd como referencia el marcador de peso molecular,
para determinar el tamafio molecular de cada amplicén y que coincidiera con el esperado.

Figura 3. Amplificacion de cepas aisladas de hongos y bacterias mediante los
cebadores ITS_1F /ITS_4y 27f/1492r, respectivamente, por PCR convencional.

El andlisis mediante la herramienta BLASTn reveld que todas las secuencias

obtenidas de la amplificaciéon de la secuencias ITS y 16S fueron altamente homodlogos
(superiores al 99%) a secuencias accesadas al GenBank de las respectivas cepas (Cuadro 2).
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En cuanto a las cepas del género Trichoderma, las tres muestras analizadas
(muestras B3, B4 y B6) mostraron una similitud del 100% frente a cepas de Trichoderma
asperellum almacenadas en el GenBank (KU059966, KC898194 y MG171157). Por otro lado,
las levaduras aisladas a partir de medios de cultivo, de identidad desconocida (Muestras B1
y B5), presentaron similitud del 100% con una secuencia ITS de Saccharomyces cerevisiae
(MN585904) y de Candida rugosa (EF198009), respectivamente.

Por ultimo, dos de las cepas aisladas de individuos de Diatraea spp. caracterizados
por una coloracién oscura anormal, fueron identificadas como dos cepas distintas de
Serratia marcescens (MK743984 y MT000032), los aislados bacterianos presentaban
pigmentacion diferente (color roja y color salmén), debido a la produccién diferencial de
pigmento (prodigiosina) por las diversas cepas que existen, generando variados tonos de
rosado, incluso se han identificado cepas no pigmentadas (Zhou et al.,, 2016). Se ha
reportado en la literatura que S. marcescens es entomopatdgena e infecta al barrenador de
la cafia de azucar, por contaminacidn a través de alimentos, agua o superficies (Sikorowski
et al., 2001); ademas los parasitoides (Cotesia) contaminados también son capaces de
transmitir la bacteria a sus hospederos (vectores) durante la etapa parasitaria, provocando
la muerte de ambos (King et al., 1975). S. marcescens causa septicemia en larvas y
dependiendo la cepa que infecte, produce manchas rojo oscuro (cepas rojas) en las larvas
o color café oscuro (cepas rosadas) y el resto de cepas causan que las larvas se tornen negras
(Zhou et al., 2016).

Finalmente, la ultima de las cepas (muestra 8) fue identificada como Leucobacter
chromiireducens (NR_042287). La presencia de esta bacteria en individuos de Diatraea spp,
se explica por la existencia de nematodos entomopatdgenos (EPNs) que adquieren
bacterias principalmente de los géneros: Pseudochrobactrum sp., Comamonas sp.,
Alcaligenes sp., Klebsiella sp., Acinetobacter sp., y Leucobacter sp; las cuales pasan a
constituir parte del microbioma del nematodo. Cuando los EPNs invaden al insecto, liberan
estas bacterias a la hemolinfa, las cuales contribuyen a con la entomopatogenicidad y
degradacion del hospedero (Jiménez-Cortés et al., 2016).
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Caodigo cepa control Cadigo seq ) Cadigo de accesion Porcentaje
A Primer Resultados BLAST i i
calidad ADN GenBank identidad
B1f ITS_1F Saccharomyces cerevisiae strain
Levadura autoclavada MN585904.1 100%
Blr ITS_4 Y59
o B2f 27f Serratia marcescens strain SRG5
Bacteria Roja Diatraea MK743984.1 99.92%
B2r 1492r 16S
. B3f ITS_1F  Trichoderma asperellum isolate E-
Trichoderma KU059966.1 100%
B3r ITS_4 117
Trichoderma B4f ITS_1F Trichoderma asperellum strain
KC898194.1 100%
#31D0719-TR-SVE 2 B4r ITS_4 ASP5 18S
B5f ITS_1F . .
Frasco lechoso Candida rugosa strain 8 EF198009.1 100%
B5r ITS_4
Trichoderma #56 B6f ITS_1F  Trichoderma asperellum isolate jz-
i MG171157.1 100%
harzianum INA B6r ITS_4 3
. X B7f 27f Serratia marcescens subsp.
Bacteria color salmén . MT000032.1 99.92%
B7r 1492r marcescens strain XS 22-6
. B8f 27f Leucobacter chromiireducens
Bacteria clara X NR_042287.1 100%
B8r 1492r strain L-1

La identidad de los productos especificos amplificados de la secuencia ITS de hongos

fue confirmada por un analisis de posicionamiento taxondmico, el cual agrupd las

secuencias de este estudio con secuencias de Trichoderma, Candida y Saccharomyces

obtenidas de la base de datos GenBank (Figura 5). Se observa que las tres cepas analizadas

de Trichoderma se localizan dentro del clUster que contiene las secuencias de T. asperellum.

Cuadro 2. Identificacidn de aislados microbioldgicos mediante secuenciacion del

gen 16S para bacterias e ITS para hongos.
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Trichoderma parareesei (KY764401)
Trichoderma reesei (KY025557)
Trichoderma reesei (KT030882)
asf] Trichaderma parareesei (MHBE3773)
Trichoderma longibrachiatum (KCE74898)
Trichoderma longibrachiatum (MNSS0217)
Trichoderma afroharzianum (KRO51478)
Trichoderma harzianum (EF558084)
Trichoderma afroharzianum (FJ442671)
Trichoderma harzianum (MH208247)
Trichoderma hamatum (AF030181
Trichoderma hamatum (U93877)
JMuestra B8
Trichoderma asperellum (KCE74592)
Trichoderma asperellum (KJ158742)
Muestra B4
Muestra B3
— L} Trichoderma asperellum (KF425754)

E Trichoderma viridescens (AY350905)
Trichoderma viridescens (AF4356922)
- Trichoderma viride (AF140045)
Trichoderma viride (HM466667)

100 | Candica catenulata (KP131694)
! Candida catenulata (KP131693)
100 Candida rugosa (FJ768914)
= I { Candida rugosa (EF568037)
} luestra BS
1\ 1w { Canclicla intermeclia (EF568011)
! Canclica intermedia (JO726602)

109 Candlicla tropicalis (EFS68042)

] Cancdlicla tropicalis (EFS68041)
1L Candica albicans (EFS68101)
Candida albicans (EF567935)

=

| =

Saccharomyces mikatas (AYD46149)
Saccharomyces mikatae (FJ196778)
Saccharomyces arboricola (EF380917)
Saccharomyces arboricola (KY104945)
Saccharomyces bayanus (AY1303308)
Saccharomyces bayanus (AY046152)
Saccharomyces cariocanus (AY130309)
Saccharomyces cariocanus (AY0461479
Muestra B1
Saccharomyces ceravisiae (AY235811)
Saccharomyces cerevisiae (MNSE5904)

0z

Figura 5. Topologia de posicionamiento taxondmico entre secuencias de este
estudio y secuencias ITS obtenidas del Genbank. El nimero en las ramas es el valor de
soporte boostrap (1000 repeticiones). Los nimeros de accesion de las secuencias de las
bases de datos se muestran entre paréntesis, mientras que las muestras son: B1, B3, B4,
B5 y B6.

Conclusiones

Se logrd la identificaciéon de los microorganismos analizados hasta el nivel de
especie, con un porcentaje superior al 99%, mediante amplificacion por PCR vy
secuenciacion, empleando los cebadores universales, tanto del gen parcial 16S para
identificacidn de bacterias, como la secuencia ITS de hongos.

La topologia de posicionamiento taxondmico permitié confirmar la identificacidn de
las cepas microbianas, agrupando las muestras con las secuencias de las especies
respectivas.

Se recomienda llevar a cabo el analisis para las cepas de Trichoderma, secuenciando
un fragmento de mayor tamafio, para que abarque mas informacion.
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Identificacion molecular de especies del barrenador de la caiia de azticar (Diatraea spp.)
en Costa Rica

Introduccion

El barrenador de la cafia de azucar, Diatraea spp. (Lepidoptera: Crambidae) provoca
graves pérdidas econdmicas a los productores, debido a que causa dafios a la planta al
introducirse y abrir galerias, estas multiples aberturas propician la entrada de
microorganismos oportunistas. Los tuneles en los tallos interfieren con el transporte de
nutrientes y la fotosintesis, ademds favorece la ruptura de la dominancia apical. Esto
factores provocan la degradacién de la calidad y contenido de azlcar, asi como una
reduccion en el peso de la cafia (Simdes, et al., 2015).

En Costa Rica se ha reportado la presencia de tres especies de Diatraea: D.
tabernella, D. guatemalella y D. saccharalis; cuya distribucidn abarca distintas regiones del
pais donde se cultiva la cana de azucar (Badilla-Fernandez, 2002). Histéricamente, la
identificacion taxondmica se ha realizado con base en las caracteristicas externas y
morfometria; sin embargo, se han detectado especies cripticas en diversas regiones de
América, producto de la gran diversidad de especies del barrenador y del hospedero.
Ademas muchas especies son indistinguibles basandose Unicamente en caracteres
fenotipicos, la dificultad y caracteristicas utilizadas para la identificacién también varia en
funcién del estadio de desarrollo (Barrera et al., 2017). Todos estos factores conllevan a
errores de identificacién taxondmica; ventajosamente, con el advenimiento de los avances
en biologia molecular, es posible una identificacién mas precisa con base en andlisis de la
secuencia del ADN, con el potencial de identificar hasta el nivel de especie, en cualquier
estadio de desarrollo.

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar las especies de
barrenadores (Diatraea spp.) colectadas en las distintas regiones agroindustriales de cafia
de azucar en Costa Rica, mediante técnicas de PCR y secuenciacién.

Metodologia

Para el andlisis de identificacion molecular de las especies de Diatraea spp., se
utilizaron especimenes (larvas y adultos) colectados por funcionarios del Programa de
Control Integrado de Plagas de DIECA, en las siguientes regiones de Costa Rica: Region
Central Occidental (Grecia), Regién Central Oriental (Juan Vinas y Turrialba), Regién
Chorotega (Liberia y Cafias), Regién Brunca (Pérez Zeleddn), Regién Huetar Norte (Los
Chiles, San Carlos) y Regién Pacifico Central (Azucarera El Palmar).
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Para la identificaciéon molecular de los especimenes, se realizé extraccion de ADN en
un buffer CTAB [2% p/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0; y 0.2%
v/v b-mercaptoetanol] y Proteinasa K (0.1-0.4 mg/mL), ademas de un tratamiento con
RNasa (0.2 mg/mL). El ADN extraido fue cuantificado por espectrofotometria y visualizado
mediante electroforesis en gel de agarosa.

Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR de un fragmento especifico del gen
citocromo oxidas Il (COIll) en condiciones estandar (volumen final 25 L) utilizando Dream
Taq Master Mix (Thermo Scientific), 1 ng de ADN molde y los cebadores previamente
reportados y utilizados en Diatraea: A-298 (5'-ATTGGACATCAATGATATTGA-3 ') y B-tLYS (5'
GTTTAAGAGACCAGTACTTG-3 '). Posteriormente, se envid a secuenciar los productos de
PCR por el método Sanger (Macrogen, Korea). Las secuencias obtenidas fueron editadas
mediante el programa bioinformatico Geneious v.R9 (Biomatters), y luego fueron
comparadas con secuencias almacenadas en la base del GenBank (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) mediante la herramienta en linea BLASTn. Finalmente, se
construyd un arbol de posicionamiento taxonémico mediante la herramienta RAXML-HPC2
on XSEDE de la plataforma en linea CIPRES. La visualizacién y edicién del drbol se realizé con
FigTree v.1.4.2.

Resultados y discusidn

Los analisis permitieron confirmar mediante técnicas moleculares de secuenciacién
de ADN, por primera vez en Costa Rica, dos especies del barrenador de la cafia de azucar
del género Diatraea: D. saccharalis y D. tabernella, con porcentajes de identidad superiores
al 99%.

En el pais se han reportado tres especies del barrenador de la caiia de azlcar: D.
tabernella, D. guatemalella y D. saccharalis. No obstante, la totalidad de los individuos
identificados por técnicas moleculares como D. tabernella, se encontraban previamente
reportados como D. guatemalella, segun las caracteristicas morfoldgicas observadas.
Mientras que el analisis de secuencias de los especimenes previamente identificados por
morfologia como D. tabernella, mostré que ninguna de las secuencias coincidié con dicha
especie, ni tampoco con secuencias COIll de otras especies, por esta razén, fueron
preliminarmente clasificadas como “especie desconocida 1” (Figura 6).
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100
Y| Espe(:le desconocida 3 (2 muestras)

D. tabernella (MF379593)
99 D. tabernella (38 muestras)
81 D. tabernella (MF379570)

D. rosa (AY320495)
D. busckella (MF379476)
D. busckella (MF379499)
D. busckella (MIF379490)

58 D. albicrinella (MF379614)
Diatraea sp. SolisVargas05 (MF379612)

. 100 |D. centrella (AY320492)
L D. centrella (MF379608)
100 |D. grandiosella (AAP84682)
i 18 £3 ‘i 26 grandiosella (AY320494)
| 4{ Especie desconocida 2: Diatraea spp. (7 muestras)

———————— D. crambidoides (AY320493)
—{ Especie desconocida 1: Diatraea spp. (6 muestras)
17 D. saccharalis campo (11 muestras)

D. saccharalis (AY320498)

D. saccharalis Laboratorio (8 muestras)

AB121311

0.04

Figura 6. Topologia de posicionamiento taxondmico entre secuencias de este
estudio y secuencias del gen COIl de Diatraea spp. obtenidas del Genbank. El nimero en
las ramas es el valor de soporte bootstrap (1000 repeticiones). Los niUmeros de accesion

de las secuencias de las bases de datos se muestran entre paréntesis, mientras que las
muestras se encuentran resaltadas en color azul.

Con base en los resultados anteriormente expuestos, se demostré la relevancia de
confirmar la identidad de los individuos del género Diatraea spp. mediante analisis de ADN;
esto debido a que muchas especies son indistinguibles basandose Unicamente en caracteres
morfoldgicos, ademas se han observado especies cripticas producto de la gran diversidad
de especies del barrenador y del hospedero. (Barrera et al., 2017).

Asimismo, tres de las especies colectadas, permanecen como desconocidas, las
mismas fueron agrupadas en los clados denominados como: “especie desconocida 1:
Diatraea spp.”, “especie desconocida 2: Diatraea spp.” y “especie desconocida 3” (Figura
6). En el arbol de posicionamiento taxondmico es posible visualizar la cercania taxondmica
entre “especie desconocida 2: Diatraea spp.” y D. grandiosella.

19



La imposibilidad de identificacién de algunas especies, se debe a que las secuencias
de ADN correspondientes a todas las muestras fueron comparadas con la base de datos del
GenBank, con el propdsito de encontrar similitudes. Es decir, las secuencias de este estudio
gue no coincidieron con ninguna de las secuencias almacenadas en la base de datos es
porque aun no se ha accesado secuencias del gen COIl correspondientes a esas especies.

Por lo tanto, es necesario complementar los resultados obtenidos en el presente
estudio basado en la secuenciacién de un fragmento del gen COIll, con otro andlisis de un
gen diferente. Ademas se requiere realizar un estudio morfométrico de los I6bulos laterales
del tegumen de los genitales masculinos de adultos (Barrera et al., 2017), con el propdsito
de identificar las especies desconocidas y accesar las secuencias correspondientes a la base
de datos.

En el Centro de Investigaciéon de Cafia de Azicar en Colombia (CENICANA), llevan a
cabo la identificacion taxondmica de los barrenadores, con base en estudios morfométricos
de los genitales y pruebas moleculares (secuenciacién del gen citocromo oxidasa Il y andlisis
SSCP), esta metodologia fue efectiva para la identificacion de 7 especies diferentes en
Colombia (incluyendo una nueva especie: Diatraea SolisVargas05) (Barrera et al., 2017).

La especie D. tabernella fue identificada en todas las regiones del pais, mientras que
las muestras identificadas como D. saccharalis fueron encontradas en Liberia y San Carlos.
Ademas, las muestras agrupadas en el clado “especie desconocida 1: Diatraea spp.”, fueron
colectadas en la Region Central Oriental (Juan Vifias y Turrialba), los individuos agrupados
en “especie desconocida 2: Diatraea spp.” se localizaron en la zona de San Carlos, y las
muestras correspondientes al clado “especie desconocida 3”, se encontraron en la Region
Central Occidental (Grecia).

Conclusiones

Se concluye que las técnicas moleculares representan una herramienta sumamente util
para confirmar las clasificaciones taxondmicas basadas en morfologia. Ademas abre la
posibilidad de encontrar nuevas especies o especies que no se habian reportado
previamente.

Esta informacion es de gran importancia, para ejercer un control mas eficiente y especifico
de las especies de esta plaga, aunado con la informacién sobre la distribucidn en las distintas
regiones del pais.

Segun los resultados preliminares, se confirmd la presencia e identidad de D. saccharalis y
D. tabernella, mientras que tres especies permanecen desconocidas.
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Evaluacion de marcadores moleculares tipo microsatélites (SSR) para la diferenciacion de
dos variedades de cana de azlcar (Saccharum spp.)

Introduccion

El enfoque tradicional para la identificacion de variedades de cafia de azucar se basa
en un conjunto de descriptores morfo-agronémicos que implica la observacion y el registro
de caracteres morfoldgicos (Singh et al., 2015). Con el advenimiento de la biologia
molecular, se han desarrollado marcadores moleculares para la identificacién de
variaciones a nivel de secuencias cortas del ADN entre individuos de la misma especie, lo
que convierte la técnica en altamente precisa (Azofeifa-Delgado, 2006; Singh et al., 2015).

La principal desventaja del uso exclusivo de marcadores fenotipicos, es que éste no
refleja el potencial o diversidad genética, por esta razén, es posible encontrar plantas con
el mismo fenotipo que contengan alelos distintos en uno o mas genes, asi como también,
individuos con los mismos alelos, pueden expresar distintos fenotipos debido a la influencia
de la epigenética durante el desarrollo y factores ambientales o fenoldgicos (plasticidad
fenotipica) (Azofeifa-Delgado, 2006). Es importante llevar a cabo la identificacion con base
en la informacién fenotipica, asi como en la informacion genética, la cual se puede obtener
mediante el empleo de marcadores moleculares altamente informativos, como por ejemplo
los microsatélites.

Los microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSR, por sus siglas en inglés
“Short Single Repeats”) son secuencias cortas de ADN distribuidas a lo largo del genoma,
las cuales contienen numeros variables de repeticiones en tdndem, pueden estar o no
asociados a genes (Azofeifa-Delgado, 2006). Son loci altamente variables y mutables,
poseen amplia cobertura por todo el genoma, ademads son codominantes y se pueden
detectar multiples alelos (Ahmad et al., 2018; Tokarska et al., 2009, Tew & Pan, 2010). Esta
técnica presenta ventajas importantes sobre otras técnicas menos costosas técnica y
operativamente, que se utilizan para el mismo fin, tales como RFLP, AFLP y RAPD. En primer
lugar, los SSR son codominantes, es decir, permiten la distincion entre homocigotos y
heterocigotos, ya que detecta todos los alelos presentes, obteniendo mayor informacion
genética para identificar diferencias minimas entre las secuencias de individuos
genéticamente cercanos, asi como informacién sobre el nivel y dispersién de la variabilidad
genética (Azofeifa-Delgado, 2006).

Asimismo, la hipervariabilidad de estos marcadores entre especies o variedades muy
relacionadas, los convierte en altamente informativos y aptos para la caracterizacion,
identificacion o diferenciacion de variedades, seleccién de padres, introgresion de rasgos
deseables, determinacién de paternidad, caracterizacién y clasificacion de colecciones de
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germoplasma (Ahmad et al., 2018). Esta técnica es sumamente Util para el mejoramiento
asistido de variedades de cafia de azucar, al generar informacion sobre la diversidad alélica
de la poblacidn, la cual se utiliza para la selecciéon de progenitores élite y llevar a cabo el
proceso de cruzamiento, con el propdsito de obtener una progenie mejorada y altamente
variable para contribuir a la diversidad genética de la poblacion (Singh et al., 2015).

El objetivo de este estudio fue evaluar marcadores para microsatélites (SSR) disefiados
previamente en cafa de azlcar, para su aplicacién en la diferenciacién molecular de
variedades del género Saccharum spp.

Metodologia

Se utilizaron las variedades especificadas en el Cuadro 3, para llevar a cabo el analisis
de diferenciacion mediante marcadores moleculares.

Cuadro 3. Variedades de Saccharum spp. seleccionadas para llevar a cabo el analisis de
diferenciacién mediante marcadores moleculares.

Numero

. Progenitor Progenitor ) X
Variedad de ) ) Procedencia Parcela Uso del material
o femenino masculino
individuos
. . p ., Cruzamiento
LAICA 00-301 5 CTC93-811 Policruce El Porvenir Area de Floracion |
sexua
. . . p L, Cruzamiento
B 82-333 5 Desconocido Desconocido El Porvenir Area de Floracion sexual
Xu
. . L, Cruzamiento
Q96 5 Q63 Q68 El Porvenir Area de Floracion
sexual
Conservacion de
. . Banco de
B 74-132 5 Desconocido Desconocido UTN recurso
Germoplasma . .
fitogenético
. . . Ingenio Juan . . .
Desconocida 6 Desconocido Desconocido Vi Finca La Gloria Comercial
ifias
. . . ., Cruzamiento
LAICA 07-27 9 Q138 Policruce El Porvenir Area de Floracion
sexual
RB 72-454 . . p .. Cruzamiento
RB 86-7515 6 Policruce El Porvenir Area de Floracion

sexual

De cada variedad se seleccionaron entre cinco y nueve individuos al azar, de los
cuales se tomaron muestras de hojas jévenes y sanas, sin considerar la posicion en la planta.
Se cortd un fragmento de lamina de cada planta dentro de un tubo de microcentrifuga
conteniendo etanol absoluto y se almacenaron a 4°C para evitar la degradacién de la
muestra. Posteriormente, fue extraida una muestra de 100 mg y colocada dentro de otro
tubo de microcentrifuga para dejar congelando a -80°C. Una vez congeladas, las muestras
fueron maceradas con un disruptor mecanico (MM400, Retsch).

22



Las muestras pulverizadas se utilizaron directamente para la extraccién de ADN total
en un buffer de extracciéon CTAB [2% p/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl
pH 8.0; y 0.2% v/v b-mercaptoetanol] y Proteinasa K (0.1-0.4 mg/mL) y tratamiento con
RNasa (0.2 mg/mL).

Para cada muestra de ADN obtenida se llevé a cabo la medicién de la absorbancia a
las siguientes longitudes de onda: 260, 280 y 230 nm respectivamente, empleando un
espectrofotémetro UV-visible (Multiscan GO, Thermo Scientific). Para evaluar la integridad
del ADN, se realizé electroforesis en gel de agarosa.

Se evaluaron 15 de los cebadores para microsatélites previamente mapeados para
la cafia de azucar por el Consorcio Internacional de Microsatélite de Cafia de Azucar
(Cordeiro et al., 2000; Singh et al., 2008; Oliveira et al., 2009). Primeramente, se procedié a
optimizar las reacciones de amplificacidn, para esto, fueron preparados 10 conjuntos de
cinco genotipos distintos cada uno. Se seleccionaron los 11 marcadores mas polimodrficos y
gue amplificaron para todas las muestras (Cuadro 4).

Cuadro 4. Cebadores para microsatélites previamente mapeados para la cafia de

azucar por el Consorcio Internacional de Microsatélite de Cana de Azucar.

Marcador X ) Concentracion de Temperatura de
Secuencia Forward Secuencia Reverse . . . . PIC
SSR imprimador (uM) alineamiento (°C)
GATTGT TTT TCC CCC CACCTT GTT CTT GCT 0.87
mSSCIR14 0.2 54
ACTA TTACTC
GAG GAT ATG GTTTTC ACA CCT TCT CAC CAC 0.86
SMC1572CL 0.2 57.5
ATT GCC TTAGGTTC
CAATTC TGA CCG TGC CGATGAGCTTGATTG 0.88
SMC334BS 0.2 58
AAA GAT CGA ATG
GCA CAC CACTCG AAT AGT ATATCG TCC CTG 0.88
SMC597CS 0.2 62
AACGGAT GCATTCA
CTT GTT GTT TAT TAG TGAGCGTTIGTGCTTT 0.82
SMC869CG 0.2 57
GGTTCGTCT G CATTT
AAG GTA GCA CGA AAC AAC CCC AGC GGC GAT 0.88
SMC17CG 0.2 65
ACG TCG AT CTCT
CGA TGA GTA AAT GGG GAT ATA GAG GAA 0.81
SMC1493CL 0.2 54
CAGC GGG ATT GAA GG
ATT GGATTCCTT CTG AGG TTT CAG TAT ATT 0.81
mSSCIR70 0.2 49
CTA TAT TCC
CGA AGG ACCAGTTGA GGG TAATGG AAC 0.88
mSSCIR54 0.2 54.5
AAG AGG ACA
ATT CTA GTG CCA ATC CAT GCC AACTTC CAA 0.86
SMC336BS 0.2 58
CATCTCA ACA GAC
GACTGA GTATTG GCT GCTTCTTCTTTG GTC 0.89
mSSCIR 67 0.2 52
TGG GTT

PIC: Porcentaje de Informacién Polimorfica
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Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 20uL, conteniendo
10uL de Dream Tag Master Mix 2X (ThermoScientific), 0.7 uM de cada imprimador y 50 ng
de ADN. La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador (Arktik, Thermo Scientific),
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial del ADN a 94 °C durante 5 min, con
35 ciclos: 94 °C durante 30 seg, temperatura de hibridacion durante 30 sy 72 °C durante 30
s, con una extension final de 10 min a 72 °C y finalmente almacenar a 4 °C. Para confirmar
la amplificacién, se visualizaron los productos mediante electroforesis en gel de agarosa
1.5%, TBE 1X.

La visualizacién de los posibles alelos en los productos de PCR, se realizé por
electroforesis capilar en un sistema de alta resolucién QlAxcel Advanced (QlAgen, USA)
ubicado en el Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM-UCR). El
tamafio de cada locus amplificado se determinara con el programa computacional QlAxcel
ScreenGel v1.0.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé el programa informatico R Studio
para obtener el porcentaje de informacién polimérfica y se realizdé un andlisis de
componentes principales (PCA) para detectar las relaciones genéticas entre las poblaciones.
Se utilizé el andlisis de varianza molecular (AMOVA) para estimar los componentes de la
varianzay sus niveles de importancia de la variacion genética dentro y entre las poblaciones,
basada en 99 permutaciones, mediante el mismo programa.

Para inferir la estructura de la poblacién y estimar los grupos genéticamente
homogéneos (K) que mejor se ajustan a los datos, se implementé el Método Bayesiano en
STRUCTURE versién 2.3.4 [56], asumiendo la existencia de grupos K, caracterizados por un
conjunto de frecuencias alélicas para cada locus. Se adoptdé un modelo de mezcla y el
modelo de correlacion de frecuencias alélicas, sin supuestos previos sobre la poblacién. El
numero de K se establecié de 1 a 6, y se realizaron diez corridas independientes, cada una
con una cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) de 100.000 repeticiones y 50.000
iteraciones. Para identificar el valor éptimo de K, el archivo de salida STRUCTURE se
implementd en Structure Harvester.

Resultados y discusidn

Se evaluaron en total 15 marcadores para la diferenciacion de 7 variedades (40
muestras) del género Saccharum spp., con el propdsito de seleccionar los marcadores
altamente polimérficos. En la Figura 7 se muestra un ejemplo de los electroferogramas
obtenidos a partir de dos muestras correspondientes a dos variedades distintas de cafa de
azucar, donde se observan perfiles alélicos distintos.
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Figura 7. Ejemplo representativo de los electroferogramas obtenidos a partir de la
electroforesis capilar de alta resolucién para dos variedades diferentes.

Lo anterior fue consistente con el indice de Contenido Polimérfico (PIC) de los
marcadores utilizados, los valores encontraron en un rango entre 0,81 a 0,89, con un
promedio de 0,86 (Cuadro 4). Es evidente que este grupo de marcadores son bastante
informativos para las variedades de cafia de azucar analizadas en este estudio, como se
esperaba, ya que estos imprimadores se seleccionaron por ser polimdrficos en otros
estudios con cafa de azucar. Por lo tanto, es posible afirmar que este conjunto de
marcadores son altamente polimérficos y son bastante efectivos, ya que permiten
diferenciar claramente entre las variedades.

El resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA) para las variedades de
LAICA 00-301 y B 82-333 (®pt = 0.1101695) reveld que existe una proporciéon muy baja
(11.01695%) de la diferenciacion genética entre poblaciones y esas diferencias no
resultaron significativas (p = 0,08) (Cuadro 5). Por lo tanto, se podria considerar la
probabilidad de que ambas pertenezcan a la misma variedad.
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Cuadro 5. Analisis molecular de varianza (AMOVA) para las variedades de LAICA 00-301 y

B 82-333.
rand
sV d.f. $SD MSD Ve VP Opt Pl
data)
Entre
blaci 1 3.4 3.400000 0.26 11.01695% 0.1101695 0.08
poblaciones
Dentro de
. 16.8 2.100000 2.10 88.98305%
poblaciones
Total
9 20.2 2.244444 2.36 100.00000%

SV: fuente de variacion; d.f.: grados de libertad; SSD: suma de cuadrados; MSD: media de
cuadrados; VC: componente de varianza; TVP: porcentaje de varianza total; Qpt: proporcidn
de la varianza total entre poblaciones.

El resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA) para las variedades de Q96
y B 74-132 (Opt = 0.1284404) reveld que existe una proporcion muy baja (0.1284404%) de
la diferenciacién genética entre poblaciones y esas diferencias no resultaron significativas
(p = 0,12) (Cuadro 6). Por lo tanto, se podria considerar la probabilidad de que ambas
pertenezcan a la misma variedad.

Cuadro 6. Analisis molecular de varianza (AMOVA) para las poblaciones de Q96 y B 74-

132.
rand 2
SV d.f. SSD MSD VC TVP Dpt Pl
data)
Entre
blaci 1 3.3 3.300000 0.28 12.84404% 0.1284404 0.12
poblaciones
Dentro de
. 8 15.2 1.900000 1.90 87.15596%
poblaciones
Total
9 18.5 2.055556 2.18 100.00000%

SV: fuente de variacion; d.f.: grados de libertad; SSD: suma de cuadrados; MSD: media de
cuadrados; VC: componente de varianza; TVP: porcentaje de varianza total; Qpt: proporcion
de la varianza total entre poblaciones.

El resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA) para las variedades de
LAICA 07-27 y desconocida de Juan Viias (Opt = 0.8717305) reveld una gran proporcion de
la diferenciacidn genética entre poblaciones, y las diferencias entre poblaciones fueron
significativas (p = 0,01) (Cuadro 7). Por lo tanto, la probabilidad de que pertenezcan a
variedades diferentes es muy alta. Es decir, se descarta la posibilidad de que la identidad de
la variedad desconocida de Juan Vifias sea LAICA 07-27.
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Cuadro 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para las poblaciones de LAICA 07-27 y
desconocida de Juan Vifias.

rand
sV d.f. ssD MSD Ve VP Dpt Pl
data)
Entre
blaci 1 150.22222 150.222222 20.446344 87.17305% 0.8717305 0.01
poblaciones
Dentro de
i 13 39.11111 3.008547 3.008547 12.82695%
poblaciones
Total
14 189.33333 13.523810 23.454891 100.00000%

SV: fuente de variacion; d.f.: grados de libertad; SSD: suma de cuadrados; MSD: media de
cuadrados; VC: componente de varianza; TVP: porcentaje de varianza total; Qpt: proporcidn
de la varianza total entre poblaciones.

El resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA) para las variedades de RB
86-7515 y desconocida de Juan Vifias (Opt = 0.8594846) reveld una gran proporcion de la
diferenciacién genética entre poblaciones (8594846%), y las diferencias entre poblaciones
fueron significativas (p = 0,01) (Cuadro 8). Por lo tanto, la probabilidad de que pertenezcan
a variedades diferentes es muy alta. Es decir, se descarta la posibilidad de que la identidad
de la variedad desconocida de Juan Vifias sea RB 86-7515.

Cuadro 8. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para las poblaciones de RB 86-7515 y
desconocida de Juan Vifas.

rand 2
sV d.f. SSD MSD VvC TVP ODpt Pl
data)
Entre
. 1 106.05556  106.055556  14.402896 85.94846 0.8594846 0.01
poblaciones
Dentro de
. 13 30.61111 2.354701 2.354701 14.05154
poblaciones
Total
14 136.66667 9.761905 16.757597 100.00000

SV: fuente de variacion; d.f.: grados de libertad; SSD: suma de cuadrados; MSD: media de
cuadrados; VC: componente de varianza; TVP: porcentaje de varianza total; Qpt: proporcidon
de la varianza total entre poblaciones.

El andlisis de componentes principales (PCA) mostrd un traslape entre las variedades
LAICA 00-301 y B 82-333, asi como también, entre las variedades Q96 y B 74-132, lo que
coincide con los resultados obtenidos en el AMOVA. Mientras que se muestra una clara
separacion entre esos dos grupos y las variedades de desconocida de Juan Vifias, LAICA 07-
27 y RB 86-7515. El andlisis de componentes principales de las siete variedades, representd
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el 37,3% (primer eje) y el 23,3% (segundo eje) de la varianza total, respectivamente (Figura
8).
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Figura 8. Andlisis de Componentes principales (PCA) de siete variedades de cana de azucar

basado en los dos ejes principales (primer eje = 37,3%, segundo eje = 23,3%).  V3: LAICA

00-301, V9: B 82-333, V10: Q96, V30: B 74-132, JV: desconocida de juan Vifias, V27: LAICA
07-27,V6: RB 86-7515.

Fue utilizado el programa Structure para inferir la estructura de la poblaciéon y
estimar los grupos genéticamente homogéneos, como se evidencia en la Figura 9, las siete
variedades se agruparon en cinco grupos genéticos: LAICA 00-301 y B 82-333 (cluster
amarillo); Q96 y B 74-132 (cluster naranja); desconocida de Juan Vifias (cluster rojo); LAICA
07-27 (cluster verde); RB 86-7515 (cluster morado). Consistente con los resultados
obtenidos en los analisis AMOVA.

Lo anterior se confirmd mediante el programa Structure harvester, que emplea el
método de Evanno para determinar el nimero de grupos genéticos que mejor se ajusta a
los datos, se graficd el nimero de conglomerados (K) frente a Delta K (AK) (Figura 10), que
reveld un pico agudo en el valor de AK (8,89) en K = 5. Por lo tanto, K = 5 se ajusta mejor a
los datos. Hay una alta probabilidad de la presencia de 5 poblaciones.
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Figura 9. Estructura poblacional de siete variedades de Saccharum spp., utilizando el
Programa Structure. 1: LAICA 00-301, 2: B 82-333, 3: Q96, 4: B 74-132, 5: desconocida de
Juan Vifas, 6: LAICA 07-27, 7: RB 86-7515.

DeltaK = mean(|L"(K)|} / 5d(L(K))
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K

Figura 10. Resultados del andlisis de asignacion bayesiana utilizando el Structure
Harvester.

Cabe destacar laimportancia de la técnica seleccionada para detectar las diferencias
alélicas entre las variedades, de forma eficiente y precisa. Dentro de las técnicas mas
comunes utilizadas para este fin, se encuentra la separacién de fragmentos mediante geles
desnaturalizantes de poliacrilamida, caracterizada por poseer la mas baja reproducibilidad
y resolucién; asi como, la mas basica, sencilla y menos costosa (Singh et al., 2008). Con el
avance en las tecnologias empleadas en biologia molecular, dirigidas a incrementar la
sensibilidad y precision del analisis, es posible separar los alelos mediante un analizador
genético automatizado, similar a la técnica utilizada en este estudio de electroforesis capilar
de alta resolucidn, la cual posee un poder de resolucién de 3-5 pb. No obstante, se pierde
informacién al no tener la capacidad de separar fragmento con diferencias de tamarnos
inferiores, ademas presenta variacién entre repeticiones. Es por esta razén que, en la
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actualidad, con frecuencia se utiliza una técnica mas precisa denominada andlisis de
fragmentos, con un poder de resolucién de 1 pb, mediante el uso de imprimadores
marcados con fluorescencia (Tew et al., 2010)

Por ultimo, la estrategia mas tecnoldgica, novedosa, costosa y efectiva, se encuentra
la secuenciacién de préxima generacion (Harris et al., 2017), desarrollada con el fin de
conocer la secuencia de los alelos, debido a que existe la posibilidad de encontrar alelos del
mismo tamafo, pero con diferencias a nivel de secuencia.

Como se indicdé anteriormente, la técnica de electroforesis de alta resolucién
utilizada en este estudio, permitié obtener resultados preliminares en cuanto al nivel de
diferenciacién entre variedades. Sin embargo, no fue posible afirmar con completa certeza
el hecho de que las variedades LAICA 00-301 y B 82-333 pertenecen a la misma poblacidn,
de igual forma que con el caso de Q96 y B 74-132. Por esta razén, se tiene proyectado
confirmar estos hallazgos mediante analisis de fragmentos y secuenciacién de nueva
generacion.

Conclusiones

Los 11 marcadores seleccionados para la diferenciacién de variedades fueron
altamente polimérficos, por lo tanto, se consideran aptos para posteriores proyectos de
caracterizacion molecular.

Se obtuvieron resultados preliminares sobre las diferencias a nivel molecular entre
variedades, no obstante, no fue posible afirmar con completa certeza el hecho de que las
variedades LAICA 00-301 y B 82-333 pertenecen a la misma poblacidn, de igual forma que
con el caso de Q96 y B 74-132.

Los marcadores moleculares seran utilizados para llevar a cabo la diferenciacion y
caracterizacion molecular mediante analisis de fragmentos y secuenciacion de nueva
generacion, para obtener resultados informacién mas completa y precisa.

Diagndstico molecular de la infeccidn por Nosemosis en el proceso de produccién del
controlador biolégico Cotesia flavipes

Introduccion
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El barrenador de la cafia de azucar, Diatraea spp. (Lepidoptera: Crambidae) provoca
graves pérdidas econémicas a los productores, Por lo tanto, se ha implementado el control
biolégico mediante Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae), un endoparasitoide
cenobionte de larvas de Diatraea spp. Este parasitoide presenta la ventaja de facil
produccién bajo condiciones de laboratorio para su posterior liberacién al campo (Freitas
et al,, 2018).

Para propagar este controlador bioldgico a nivel de laboratorio, se requiere la
produccién masiva del hospedero respectivo; este proceso se ha visto influenciado
negativamente por la Nosemosis que infecta las larvas de Diatraea spp. utilizadas para la
propagacion masiva de C. flavipes en laboratorio. (Simdes et al. 2012). La Nosemosis es una
enfermedad causada por especies del género Nosema (Microsporidia: Nosematidae), un
grupo de pardsitos intracelulares obligados, asociados principalmente a los érdenes
Lepidoptera e Hymenoptera (Chen et al., 2009, Keeling & Fast 2002).

Se ha comprobado que los parasitoides desarrollados en larvas infectadas presentan
un incremento en la duracién de las etapas pupal y larval, disminucién en la longevidad y
fertilidad de los adultos, reduccidn del tamaiio, diferencias de comportamiento. (Simdes et
al., 2012). Este parasito alcanza e infecta la capa epitelial del intestino medio, existen dos
vias de transmision: horizontal y vertical, la primera se da por ingestidn de las esporas en el
alimento o agua, por lo tanto es la mas comun. La transmisién vertical ocurre cuando las
hembras infectadas transmiten el patégeno a su progenie; asi como también a la
descendencia producto del apareamiento entre una hembra sana y un macho infectado,
aunque es poco probable (Simdes et al., 2015).

Los sintomas macroscopicos de la Nosemosis incluyen: retencion de la capsula
cefdlica y la epidermis vieja durante la muda, hinchazoén de la regién abdominal posterior
con una coloracién blanca caracteristica, manchas necréticas, reduccion considerable del
crecimiento por alimentacién reducida, entre otros (Simdes et al., 2015). Sin embargo, la
enfermedad puede presentarse de forma asintomatica, ya que muchos microsporidios no
producen una actividad insecticida inmediata (Hernandez-Velazquez et al., 2012).

Para llevar a cabo la reproduccion exitosa del parasitoide, es necesario garantizar la
sanidad del hospedero, mediante el diagndstico temprano de la Nosemosis. El método de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es ampliamente utilizado para la deteccién e
identificacion de microsporidios mediante andlisis de ADN (Kyei-poku et al., 2008; Zhu et
al., 2010). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue optimizar un protocolo para la
detecciéon molecular temprana del microporidio Nosema spp. mediante PCR punto final,
como control de calidad para la produccién de un parasitoide controlador biolégico.

Metodologia
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El andlisis de rutina para la deteccion de Nosema spp. se lleva a cabo de forma
semanal, el flujo de trabajo que inicia con la extraccion del material genético hasta el
reporte de resultados, tarda aproximadamente dos dias de trabajo.

El diagndstico se realiza en adultos (hembras y machos) de Diatraea spp., utilizados
como pie de cria. Los mismos son procedentes de cdmaras de reproduccion del Laboratorio
de Control Bioldgico, una vez verificada la postura, luego de su cdpula individualizada, los
progenitores se trasladan conservados en alcohol 70% a 4°C al Laboratorio de Biologia
Molecular para el diagndéstico de Nosema spp. Primeramente, se separa el abdomen de
cada individuo mediante instrumentos de diseccidon desinfectados con etanol 70% vy se
coloca en un tubo de microcentrifuga para la extraccion de ADN.

También se analizan larvas obtenidas de progenitores previamente diagnosticados
libres del microsporidio o procedentes de campo. De igual forma, se analizan individuos del
biocontrolador C. flavipes, en los estadios de pupa y adulto. Tanto para las larvas como los
especimenes de C. flavipes, se utiliza el organismo completo.

Para la extraccion de ADN, se coloca el material biolédgico en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Posteriormente cada muestra es homogenizada mediante un
disruptor mecanico. El homogenizado obtenido se utiliza directamente para la extraccion
de ADN total. Las muestras se incuban en una solucidn de extracciéon CTAB [2% p/v CTAB,
1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8,0; y 0,2% v/v b-mercaptoetanol] y
Proteinasa K (0,4 mg/mL). Para cada muestra de ADN obtenida se lleva a cabo la
cuantificacidn y evaluacién de la pureza mediante espectrofotometria. Para visualizar la
integridad del ADN se realiza electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Las amplificaciones por PCR se llevan a cabo para amplificar la secuencia parcial de
la region codificante para la subunidad pequena del ARNr (SSU) del gen ARNr mediante los
cebadores especificos disefiados con base en las regiones altamente conservadas de ambas
subunidades (Zhu et al., 2010). Como control positivo de amplificacién, se emplean los
iniciadores A-298/B-tLYS que flanquean un fragmento del gen constitutivo citocromo
oxidasa Il (COll) de Diatraea spp.

Resultados y discusidn

En la Figura 11 (carriles superiores), se observan algunas muestras representativas
del total analizadas para la deteccion de Nosema spp., se considera un resultado positivo
cuando se visualiza la presencia de una banda de tamafo molecular esperado (1245 pb)
para los cebadores utilizados (18f/1537r), tomando como referencia el marcador de peso
molecular. Ademas se llevé a cabo la secuenciacidon de tres muestras seleccionadas al azar,
el analisis de las mismas mediante programas bioinformaticos y la herramienta BLASTn
reveld que las secuencias de este estudio mostraron una similitud del 99% con secuencias
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parciales de la subunidad pequena del 16S ARN ribosomal, correspondiente al
microsporidio Nosema spp. Por lo tanto, las muestras que fueron identificadas por
secuenciacion, se utilizan como control positivo de deteccion.

Asimismo, los cebadores empleados como control positivo de amplificacién (A-
298/B-tLYS) que flanquean un fragmento del gen constitutivo citocromo oxidasa Il (COIll) de
Diatraea spp., comprobaron la completa viabilidad del ADN gendmico obtenido, ya que se
visualizé el amplicén del tamafio molecular esperado en todas las muestras (Figura 11,
carriles inferiores). Este resultado demuestra la ausencia de inhibidores en las muestras, asi
como la integridad de la hebra molde de ADN.
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1000 pb
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Figura 11. Productos de amplificacidon por PCR punto final. Carriles superiores: para
la deteccion de Nosema spp. en ADN extraido Diatraea spp.. Carriles inferiores: control
positivo de amplificacidon de la regidn COIl de Diatraea spp. Visualizados con electroforesis
en gel de agarosa 2%. Escalera de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Los analisis de rutina para la detecciéon del microsporidio se llevan a cabo aplicando la
metodologia estandarizada y los iniciadores seleccionados (18f/1537r), la misma fue
estandarizada desde el mes de septiembre del 2019 hasta la actualidad. Se examinaron
hembras y machos adultos por separado para determinar la prevalencia de Nosema spp.
tanto en individuos procedentes de laboratorio, como de campo. Los resultados obtenidos
se muestran en el Cuadro 9, se detectaron 370 adultos infectados con el microsporidio
(equivalente al 32,29%) del total de 1.146 analizados.

Cuadro 9. Porcentaje de incidencia del microsporidio Nosema spp. en adultos de Diatraea
spp., diagnosticados por PCR punto final.
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Procedencia Sexo Positivos Negativos Total Porcentaje de
incidencia (%)

Laboratorio Hembras 170 378 548 31,02
Machos 187 361 548 34,12

Campo Hembras 7 17 24 29,17
Machos 6 20 26 23,07

Total 370 776 1.146 32,29

En cuanto a los analisis realizados en larvas de laboratorio, resultaron 39 positivas
de las 159 larvas analizadas (19,70%) y la totalidad de larvas procedentes de campo
analizadas resultaron negativas para el diagndstico del microsporidio. Mientras que las
larvas certificadas, es decir, procedentes de progenitores sanos (segun deteccién molecular
previa), se obtuvieron 4 individuos positivos para la presencia de Nosema spp., del total de
77 larvas muestreadas (incidencia del 5%) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Porcentaje de incidencia del microsporidio Nosema spp. en larvas de Diatraea
spp., diagnosticados por PCR punto final.

Estadio y . . Porcentaje de
. Positivos Negativos Total L. .
procedencia incidencia (%)
Larvas lab. 39 159 198 19,70
Larvas campo 0 11 11 0
Larvas certificadas 4 73 77 5
Total 48 244 292 16,44

Se ha reportado que la PCR posee la sensibilidad de detectar hasta 10 esporas por
reaccidn, aunque la intensidad de la banda decrece conforme disminuye la cantidad de
esporas, se mantiene visible a estas bajas concentraciones (Hamiduzzaman et al., 2010). No
obstante, el limite de deteccién de una reaccién PCR varia en funcién de la fuente del
material genético, el equipo, reactivos, los cebadores y la calidad del ADN molde; por estas
razones es recomendable adaptar el ensayo de sensibilidad a las condiciones
experimentales utilizadas (Bustin & Huggett, 2017). Este ensayo es imprescindible para
determinar el limite de deteccidn del método, lo cual se reflejé en los resultados que
indicaron la presencia de Nosema spp. en larvas procedentes de progenitores
diagnosticados como sanos (segun anadlisis moleculares previos), por lo tanto, es posible
gue alguno o ambos progenitores se encontraban infectados con una baja concentracién
de esporas a niveles no detectables por el método empleado.
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Cuadro 11. Porcentaje de incidencia del microsporidio Nosema spp. en pupas y adultos de
C. flavipes, diagnosticados por PCR punto final.

Estadioy . . Porcentaje de
. Positivos Negativos Total L. .
procedencia incidencia (%)
Pupas lab. 183 33 216 84,72
Pupas campo 7 6 13 53,85
Avispas lab. 31 7 38 81,58
Avispas campo 7 3 10 70
Total 228 49 277 82,31

Segun los resultados mostrados en el Cuadro 11, la incidencia de microsporidios en
C. flavipes es considerablemente elevada, independientemente del estadio y procedencia,
con un porcentaje de incidencia total del 82,31%. Para reducir la carga tan elevada de
microsporidios es urgente implementar la aplicacion tratamientos efectivos, diversos
autores han comprobado que los compuestos conocidos como timol, resveratrol vy
naringenina son altamente efectivos para reducir la carga de Nosema spp. en abejas
meliferas (Apis mellifera) (Borges et al., 2020; Costa et al.,, 2010). Por lo tanto,
proximamente se pretende realizar pruebas para comprobar las efectividad y las dosis
necesarias para el control del microsporidio en C. flavipes, bajo las condiciones de nuestro
laboratorio, especificamente.
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Figura 12. Tendencia de muestras positivas para la presencia de Nosema spp. en adultos
de pie de cria de Diatraea spp. (machos y hembras) desde el mes de septiembre, 2019
hasta diciembre, 2020.

En la Figura 12, se muestra la tendencia de resultados positivos para la presencia de
Nosema spp. en adultos de Diatraea spp. (machos y hembras) utilizados como pie de cria
desde que se implementd el diagndstico del microsporidio mediante la técnica de PCR
punto final (septiembre, 2019- actualidad). En el mismo es posible observar una tendencia
de reduccién en la incidencia de microsporidios para las muestras analizadas. Esta
disminucion paulatina en la incidencia es producto de la implementacion de un analisis mas
sensible, eficaz y confiable, en comparacion con el método de deteccidn antecesor
(mediante visualizacién por microscopia dptica).

Utilizando un protocolo de deteccidn mds confiable como la PCR, se evita la
propagacion del microsporidio al descartar las posturas provenientes de progenitores
infectados, garantizando la sanidad de las larvas utilizadas como hospederas, con el objetivo
de incrementar la calidad y cantidad de los parasitoides producidos. Como control paralelo,
se deben esterilizar el agua y los sustratos utilizados, asi como superficies, para mitigar
tanto la via de transmisién vertical como la horizontal.

Como lo demostraron los resultados obtenidos, fue exitosa la aplicacidon de esta
técnica para monitorear la presencia de microsporidios en adultos de pie de cria de Diatraea
spp., como andlisis de rutina para el control de calidad de la progenie, que sera utilizada en
su etapa de larva para la reproduccion masiva de C. flavipes.

Conclusiones

La técnica de PCR ofrece una serie de ventajas sobre la observacidon por microscopia
de luz, la primera se caracteriza por un alto nivel de sensibilidad de deteccién, ademas
elimina el riesgo de una identificacidn errénea por confusién con otros parasitos u otras
estructuras como granulos de almiddn. Asimismo, la PCR permite detectar una baja
concentracion de esporas que pueden pasar desapercibidas por microscopia, y es capaz de
detectar el microsporidio en cualquier estadio del ciclo de vida.

Los resultados muestran que es factible la aplicacién de esta técnica para monitorear
la presencia de microsporidios en adultos de pie de cria de Diatraea spp., como analisis de
rutina para el control de calidad de la progenie, que serd utilizada en su etapa de larva para
la reproducciéon masiva de C. flavipes.
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